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Vektor zur Aktivierung des Immunsystems gegen mit Papillomviren bzw. Se- 
quenzen davon assoziierten Zellen 



Die vorliegende Erfindung betrifft einen Vektor, der sich zur Aktivierung des 
Immunsystems gegen mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziierten 
Zetlen eignet, ein einen solchen Vektor enthaltendes Vakzinierungs-Mittel und 
die Verwendung beider. 

5 

Papillomviren infizieren das Epithelgewebe von Mensch und Tier. Human-Papil- 
lomviren (HPVs) finden sich in benignen, z.B. Warzen, Kondylome im Genitalbe- 
reich, und malignen, z. B. Karzinome der Haut und der Gebarmutter, epitheliaien 
Neoplasmen. Auch werden HPVs fur die Entwicklung maligner Tumoren des 
10 Respirationstrakts in Betracht gezogen. Ferner werden HPVs fur die Entwicklung 

squamdser Karzinome der Lunge als zumindest mitverantwortlich angesehen. 

Papillomviren weisen ein ikosaedrisches Capsid ohne Hulle auf, in dem ein 
zirkulares, doppelstrangiges DNA-Molekul von etwa 7900 bp vorliegt. Das 

15 Capsid umfafct ein Hauptcapsid-Protein (L1 ) und ein Nebencapsid-Protein (L2). 

Ersteres wird durch den offenen Leserahmen L1 (L1-ORF) und letzteres durch 
L2-ORF kodiert. L1 Oder L1 und L2 fuhren in vitro zur Ausbildung von Virus-ahn- 
lichen Partikeln (VLPs). Die Transformationsfahigkeit von Papillomviren wird den 
Proteinen E6 und E7 zugeschrieben. Diese werden durch E6-ORF bzw. E7-ORF 

20 kodiert. 

Viele Versuche wurden unternommen, das Immunsystem gegenuber Zellen zu 
stimulieren, die mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziiert sind. Bisher 
haben diese Versuche jedoch keine zufriedensteilenden Ergebnisse gebracht. 

25 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
steilen, mit dem das Immunsystem aktiviert werden kann, Zellen, insbesondere 
Tumorzellen, zu erkennen und auszuschalten, die mit Papillomviren bzw. Se- 
quenzen davon assoziiert sind. 
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Erfindungsgema* wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 

erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Vektor mit einer fur ein 
Fusionspolypeptid kodierenden Nukleinsaure, wobei das Fusionspolypeptid ein 
strukturelles Papillomvirus-(Poly)peptid und ein nicht-transformierendes, durch 
ein fruhes Papillomvirus-Gen kodiertes (Poly)peptid umfafct. 

Der Ausdruck "Vektor" umfafct jeglichen Vektor, der sich fur einen Gentransfer, 
d.h. das Einfuhren von Nukleinsauren in Zellen, eignet. Der Vektor kann in den 
Zellen episomal verbleiben oder in das Genom integriert werden. Ferner kann der 
Vektor ein Plasmid- oder ein Virus-Vektor sein. Beispiele e.nes Virus-Vektors sind 
retrovirate, Adenovirus-, Vacciniavirus- oder Adeno-assoziierte Virus (AAV)- 
Vektoren, wobei ietztere bevorzugt sind. Ein AAV-Vektor kann in Wildtyp- oder 
veranderter Form vorliegen. Auch kann er nur solche Sequenzen, wie ITR-Se- 
quenzen, umfassen, die fur seine Transduktionsfahigkeit notwendig sind. Gun- 
stig kann es aber auch sein, wenn er zusatzlich solche Sequenzen, wie rep- 
Sequenzen, umfaftt, die ihm die Integration in das Chromosom 19 ermoglichen. 
Ein Virus-Vektor kann als Virus-Partikel oder in Form seiner Nukleinsaure vor- 
liegen. Bevorzugt ist es, wenn der Virus-Vektor replikationsdefekt ist. 

Der Ausdruck "Papillomvirus" umfaSt jegliche Papillomviren oder Sequenzen 
davon, die mit Zellen, insbesondere Tumorzellen assoziiert sein konnen. Ins- 
besondere konnen es HPVs und ganz besonders "high risk" HPVs, wie HPV16, 
18, 33, 35 und 45, sein. 

Der Ausdruck "Nukleinsaure" umfaBt jegliche Nukleinsaure, wie DNA und/oder 
RNA. die fur em Fusionspolypeptid kodiert, das ein strukturelles Papillomvirus- 
(Poly)peptid und ein nicht-transformierendes, durch ein fruhes Papillomvirus-Gen 
kodiertes (Poly)peptid umfaBt. Gunstig ist es. wenn die Nukleinsaure exprimier- 
bar ist. Besonders gunstig ist es, wenn sie unter der Kontrolle eines konstituti- 
n oder induzierbaren Promoters, wie eines Gewebe- oder Tumor-spezifischen 
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Promoters steht. 

Der Ausdruck "strukturelles PapiIlomvirus-(Poiy)peptid" umfa&t jegliches Peptid 
bzw. Polypeptid eines Papillomvirus, das fur die Struktur des Papillomvirus 
5 zumindest mitverantwortlich ist. Insbesondere wird ein solches (Poiy)Peptid 

durch L1-ORF oder L2-ORF eines Papillomvirus bzw. durch einen Teil dieser 
kodiert. Besonders bevorzugt ist ein (Poly)peptid, das als VLP vorliegen kann. 

Der Ausdruck "ein nicht-transformierendes r durch ein fruhes Papillomvirus-Gen 
10 kodiertes (Poly)peptid" umfaftt jegliches Peptid bzw. Polypeptid, das durch ein 

fruhes Papillomviurs-Gen, insbesondere E1-, E2-, E4-, E5-, E6 oder E7-ORF bzw. 
durch einen Teil dieses kodiert und nicht-transformierend ist. Der Ausdruck 
"nicht-transformierend" weist darauf hin, date das (Poly)peptid von Natur aus 
oder durch ein Eingreifen keine Transformationsfahigkeit besitzt. Ein bevorzugtes 
15 (Poly)peptid wird durch E6- oder E7-0RF eines Papillomvirus bzw. durch einen 

Teil dieses kodiert. 

Der Ausdruck "Fusionspolypeptid" weist darauf hin, daft das strukturelle Papil- 
lomvirs-(Poly)peptid und das nicht-transformierende, durch ein fruhes Papillom- 

20 virus-Gen kodierte (Poly)peptid in jeglicher Kombination in dern Fusionspolypep- 

tid vorliegen kdnnen. Auch konnen die einzelnen (Poly)peptide von verschiede- 
nen Papillornviren stammen. Vorzugsweise ist der C-Terminus des strukturellen 
(Poly)peptids mit dem N-Terminus des nicht-transformierenden (Poly )peptids 
verbunden. Ferner kann es von Vorteil sein, wenn das nicht-transformierende 

25 (Poly)peptid innerhalb des strukturellen (Poly)peptids lokalisiert ist. Ein bevor- 

zugtes Fusionspolypeptid umfaftt ein durch HPV 1 6 L1 -ORF kodiertes (Poiy)pep- 
tid und ein durch HPV16 E6- bzw. E7-0RF kodiertes (Poly)peptid. Ferner wird 
ein Fusionspolypeptid bevorzugt, das ein durch HPV 18 LI -ORF kodiertes 
(Poly)peptid und ein durch HPV 18 E6- bzw. E7-ORF kodiertes (Poly)Peptid 

30 umfaBt. 

Zur Herstellung eines vorstehenden Vektors konnen ubliche Verfahren durch- 
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• ka nn ein AAV-Vektor als Virus-Part.kel wie folgt 
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bei einem vorstehenden Verfahren die Tumorzellen oder Pra-Tumorzellen vor 
ihrer Ruckfuhrung in den Organismus inaktiviert werden. Hierfur konnen ubliche 
Verfahren, wie Bestrahlung, durchgefuhrt werden. 

5 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vakzinierungs-Mittel, 

das einen vorstehenden Vektor und ubliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Verdun- 
nungsmittel, Tragermittel, etc. umfaftt. Gunstig kann es sein, wenn das Vakzi- 
nierungs-Mittel weitere Substanzen enthalt, die das Immunsystem, z.B. gegen 
Tumorzellen, aktivieren konnen. Solche Substanzen konnen insbesondere MHC- 

10 1-Molekule, kostimulatorische Molekule, z.B. B7, und sekretorische Irnmunsti- 

mulatoren, z.B. Zytokine, wie IL-2, IL-12, Interferon und GM-CSF, sein. Die Sub- 
stanzen konnen z.B. in Form von Peptiden, insbesondere synthetischen Pepti- 
den, vorliegen. Auch konnen die Substanzen in Form von sie kodierenden 
Expressionsplasmiden vorliegen, die ferner fur HLA-Molekule kodieren konnen. 

15 Besonders gunstig ist es, wenn das Vakzinierungs-Mittel auch die durch den 

Vektor transduzierten Zellen enthalt. Fur die Zellen gelten vorstehende Aus- 
fuhrungen. Handelt es sich um Tumor- oder Pra-Tumorzellen, ist es gunstig, 
wenn die Zellen inaktiviert sind. 

20 Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, das Immunsystem gegen Zellen 

zu aktivieren, die mit Papillomviren bzw. Sequenzen davon assoziiert sind. Diese 
Zellen konnen Tumorzellen bzw. Pra-Tumorzellen sein. Die Aktivierung des 
Immunsystems kann prophylaktisch und in der Therapie erfolgen. Die vorlie- 
gende Erfindung stellt einen neuen Schritt dar, uber eine in vivo bzw. ex vivo 

25 Gentherapie schwerste Erkrankungen zu therapieren. 

Die Erfindung wird durch das nachfolgende Beispiel erlautert. 

Beispiel: Herstellung eines Vektors, der fur ein HPV16 L1-E7 Fusionspoly- 
30 peptid kodiert 



Von einem genomischen HPV16 Klon (vgl. Kirnbauer et al, (1993), 6929-6936) 



PCT/DE97/01629 

WO 98/05790 

- 6 - 

wurde der L1-ORF durch eine PCR-Reaktion amplifier.. H.erzu wurden LI- 
Z 1 s a Primer ve-wende, d,e a. S'-Ende eine zus.tziiehe B 9 I 
elle au.weisen. Das amp.i.iz.erte DNA-Fragmen, wurde nni, Btf .. 9 espa„en und 
e Ban 1 H,- R as t n kti cnss«e, 1 e des «,»ch.n Vektors P UC19 insenert Dure* 
^i.iscne Mutagenese wurde an der Position 7051 des L1-ORF e,ne EcoRV 
^ r.ktionsstelle. 9 e f o, a « von einem Translationsstopcodon ( TAA. e.noe U ^ 
Dami , wurde erreich, da, der L1-0RF fOr ein L1 kodrerte. dem d,e ietzten 34 
Aminosauren fehlten. 

, n einer weiteren PCR-Reaktion wurde iener Ten des E7-ORF von 

IL,, der «r die ersten 50 Aminosauren von E7 kodiert. Die verwen eten 

rimer enthielten an i h ,em .-Ende e,na EcoRV-Restrikt.onsstelle. 
„ DNA-Fragmen, wurda in die EcoRV-Restriktionsstelle vorstehenden pUC19 
Vekt ors inserier, der «, das verkurzte LV kodier, Somi, wurda a,n L1-E7 
P ions 9 an erHaiten. Diasas wurde 0 b er Xoal/Smai in dan u.lic.en B~utov.ru* 
Vekto, P VU392 inserier,. Von diesem wurda das L1-B7 Fus.onsger, durcn 
N o La, h erausgesc h n,«en und ,n die Notl-Restriktionsstelle des AAV-Ve tors 
UF2 ,v 9 i. Zolotukrrin at a,.. J- Viro, 70. ,,996,. 4646-4654, ,nsar,ert. E 

_ H»r )0r am HPV16 L1-E7 Fusionspolypeptid kodiert. 
wurde ein Vektor erhalten, der fur em Hf v 

a n.miiR uhlicher Verfahren erhalten (vgl. 
Virala Partikel das Vektors wurdan gemaS ubl.cher 

Rolling and Samulski. Moleoular Biotechnology 3. (1995). 9-15). 
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1 . 



2. 



Patentanspruche 



Vektor mit einer fur ein Fusionspolypeptid kodierenden Nukleinsaure 
wobei das Fusionspolypeptid ein strukturelles Papillomvirus-(Poly)peptid 
und ein nicht-transformierendes, durch ein fruhes Papillomvirus-Gen 
kodiertes (Poly)peptid umfaftt. 



Vektor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft das Papillomvirus 
ein HPV ist. 



3. Vektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daft das HPV ausge- 
wahlt ist aus HPV 16, 18, 33, 35 und 45. 

4. Vektor nach einem der Anspruche 1 - 3, dadurch gekennzeichnet, daft der 
Vektor ein Virus- oder ein Plasmid- Vektor ist. 

5. Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft der Virus-Vektor 
e.n AAV-, retroviral, Adenovirus- oder Vacciniavirus-Vektor ist. 

6. Vektor nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Nukle.nsaure unter der Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren 
Promotors steht. 

7- Vektor nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet. da* der Promoter ein 
Gewebe- oder Tumor-spezifischer Promoter ist. 

8- Vektor nach einem der Anspruche 1-7. dadurch gekennzeichnet. daft das 
struktureHe Paprilomvirus- ( Poly) P e P t,d durch Ll-ORF bzw. durch e.nen Teil 

davon kodiert ist. 



9- Vektor nach einem der Anspruche 1 - 8, dadurch gekenn 



zeichnet, daft das 



10 



15 



20 
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n.cht-.ransformierende, durch e,n fruhes PapiUomv,rus-Gen kodiene 
,Polv,peptid durch E6-0RF ode, E7-ORF bzw. durch einen T.il d.eser 

kodiert ist. 

10 . Vakzinierungs-Mitte,, enthaitend den Vak.or nach einem dar Anspruche 
1 - 9 und ubliche Hilfsstoffe. 

, , Vakzin.erungs.MiUe, nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichne,, dad 
weitere das Immunsystem aktivierende Substanzan vo-liagen. 

, 2 . Vakzinierungs-Mrtte, nach Anspruch 1 0 Oder 1 1 , dadurch gekennzeich- 
net, dafc der Vektor in Zellen vorliegt. 

Vakzin.erungs-Minei nach Anspruch , 2. dadurch gekennzeichne,. d* di. 
Zeiien Papillonwiren bz w : Sequenzen davon assoziiarta Tumorzeilen 
und/oder Pra-Tumorzelien sind. 

Vakzinierungs-Mitte! nach Anspruch 1 3, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Tumcrzallan und die Pra-Tumorzellen inaktiviert sind. 

Verwendung des Vek.ors nach einam dar Anspruche 1 - 9 und des Vakz,- 
nierungsmWeis nach einem dar AnsprOche 10-14 zur Ak.ivierung das 
immunsystams gegen mi, Papiilomviren bzw. Sequenzen davon assoz.ar- 
ten Zellen. 



13. 



14. 



15. 



25 
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